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論　文　の　内　容　の　要　旨
（目的）
　ラットにおけるアドリアマイシン（ADR）腎症はヒトにおける微小変化型ネフローゼの動物モデルである。
活性酸素種による酸化ストレスが病態に関与しているといわれ，生体内の還元能の低下は酸化ストレスの増
加を反映していると考えられるが，これまで in vivoにおける直接的証明はなされていない。そこで，本研
究の目的は，体外より安定なフリーラジカルである nitroxide radicalを投与し，その生体内半減期を還元能
の指標として，ADR腎症における腎組織還元能を電子スピン共鳴法（ESR）により in vivoで直接的に証明
することにある。また，細胞レベルでの還元能についても in vitroで検討した。
（対象と方法）
　Wister系雄性ラット（180～ 200g）を用い，5 mg/kg体重の ADRを静脈内投与し腎症モデルを作製し
た。コントロールには同量の生理食塩水を静脈内投与したラットを用いた。還元能評価は ADR投与後 0，7，
14，21，28日目に行った。腎機能評価のため，尿蛋白を pyrogallol sulfonpnthalein法にて測定した。
　還元能評価は，高速磁場掃引 L-band ESR装置，表面コイル型共鳴器を用いて行った。Spin probe剤と
して nitroxide radicalの 1種である 4-hydroxy2，2，6，6-tetramethylpiperidine-1-oxyl1（TEMPOL）を用いた。
TEMPOLはミトコンドリア及びマイクロソームの電子伝達系，アスコルビン酸を含む可溶分画の様々な抗
酸化剤により還元され hydroxylamineとなり常磁性を失うことが知られている。
　ラットをネンブタール麻酔下で背部より切開後，露出させた右腎が外部静磁場の中心になるよう固定した。
57 mg/kgの TEMPOLを尾静脈から注入し，露出した腎表面に表面コイル型共振器を密着させ，TEMPOL
の ESR信号を投与後 20秒から 52秒まで 4秒間隔で測定した。ESR信号強度の時間変化から TEMPOLの
半減期を計算した。TEMPOL半減期の測定は，コントロール（n=10），ADR投与ラット（n=10）とともに，
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ADR投与後 21日目に SOD（n=5），マンニトール（n=5）を投与したラットでも行った。
　組織，細胞レベルでの in vitro還元能の評価は，ラットの腎臓を摘出後 homogenizeし，遠心分離に
より核，ミトコンドリア，マイクロソーム可溶分画に分け行った。サンプルは次のように定義した。S0; 
homogenate，S1; homogenate－核分画，S2; homogenate－核分画－ミトコンドリア分画，S3; homogenate
－核分画－ミトコンドリア分画－マイクロソーム分画＝可溶分画。
　これらのサンプル（n=6）と TEMPOL混合液の ESR信号は X-band ESRを用いて測定し，得られた信号
強度の変化から TEMPOLの半減期を測定した。
　腎組織総 glutathione濃度の測定は，腎皮質 100 mgを 5％ sulfosalicylic acid 1 mg中にて homogenizeし，
8000× gで 10分間遠心分離した上清を用い，5，5'- dithiobis（2-nitrobenzoic acid）の還元吸光度測定によ
り定量した（n=6）。
（結果）
　L-band ESRを用いることにより，ADR腎症ラットにおける腎組織局所還元能を in vivoで直接測定し得た。
その結果，nitroxide radicalの半減期は ADR投与後 7日目に有意に（p<0.05）延長したが，14日目以降はコ
ントロールと比較し有意差は認められなかった。尿蛋白は ADR投与後 14日目より有意に（p<0.05）増加した。
　In vitroの還元能測定では，S0，S1においてTEMPOL半減期の延長を認めた（p<0.05）が，S2，S3ではコントー
ルに比し有意差は認められなかった。また，ADR投与後 21日目に腎組織総 glutathione濃度の増加を認めた。
（考察）
　これまで活性酸素と脂質反応物である過酸化脂質の増加，抗酸化剤投与による過酸化物の減少や病態の改
善をもとに，生体内における活性酸素および酸化ストレスのネフローゼへの関与が報告されてきた。ADR
腎症においても投与 7日目に過酸化脂質の一過性の増加を認めるとした報告はあったが，in vivoにおける直
接的証明は今回の研究で初めてなされた。持続性尿蛋白出現（14日目以降）以前の ADR投与後 7日目に腎
組織還元能の一過性の悪化が認められ，これが尿蛋白出現の triggerになっている可能性が示唆された。ま
た，14日目以降の還元能の復帰の詳細は不明であるが，21日目における SODやマンニトールの投与によっ
ても悪化しないことから，TEMPOLが他のラジカルと反応する可能性は否定的である。
　同時期の細胞分画法によって得られたミトコンドリアを含む分画（S0，S1）において TEMPOL半減期の
延長が認められたため，in vivoにおける還元能の悪化はミトコンドリアにおける還元能障害が原因であると
推察された。ADR投与後 21日目の腎組織総 glutathione濃度はコントロールに比し増加が認められ，in vivo
の実験で認められた還元能の一時悪化後の改善に関与しているものと考えられた。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　微小型ネフローゼの病態に深く関与していると思われるフリーラジカルの動態を，ADR腎症において in 
vivoで測定した初めての研究であり，フリーラジカルの反応機構の解明を含め，微小型ネフローゼの診断，
治療，予防の確立に応用し得る方法として L-band ESRを報告した意義は大きい。ネフローゼにおける蛋白
尿とラジカルとの関連性，還元能の改善の機序等不明な点は残されているが，今後の研究に結びつける意味
からも意義ある論文といえる。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
